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(54) Title: INJECTABLE BONE-SUBSTITUTE MATERIAL 

(54) Bezeichnung: SPRITZBARES KNOCHENERSATZMATERIAL 



(57) Abstract: The invention relates to a bone- substitute material, comprising a soft matrix, living cells and a curing matrix. The 
invention also relates to methods for producing a bone-substitute material of this type and to the use of non-ceramic hydroxyapatite 
cement for producing a bone-substitute material containing cells. Said bone-substitute material can be injected in a minimally- 
invasive manner into a bone-defect, using an injection device which is appropriate to the invention. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Knochenersatzmaterial, das eine weiche Matrix, lebende Zellen und eine aus- 
hartende Matrix umfasst. Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstellung eines derartigen Knochenersatzmaterials und die 
Verwendung von nicht-keramischem Hydroxylapatit-Zement zur Herstellung eines Zellen enthaltenden Knochenersatzmaterials. 
Dieses kann in einem die Erfindung betreffenden geeigneten Spritzapparat rninimal-invasiv in einen Knochendefekt injiziert wer- 
den. 
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Sprit zbares Knocheners atzmaterial 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Knochenersatzmaterial 
enthaltend lebende Zellen und eine aushartende Matrix. Die 
Erfindung betrifft ebenfalls Verfahren zur Herstellung eines 
derartigen Knochenersatzmaterials sowie die Verwendung von 
Hydroxylapatit-Zement zur Herstellung eines lebende Zellen 
enthaltenden Knochenersatzmaterials und deren Anwendung in 
einem geeigneten Spritzapparat . 

Bei zahlreichen Knochendef ekten ist es wiinschenswert , ein 
Knochenersatzmaterial zur Verfiigung zu haben, mit dem diese 
Defekte aufgefullt werden konnen. Beispiele fur derartige 
Defekte sind im Kief erbereich Parodontose oder Atrophien, im 
Handbereich Defekte nach Knochentumorresektionen und Traumata 
und Defekte der Wirbelsaule, des Schadels und der 
Rohrenknochen, beispielsweise bei Osteoporosef rakturen und 
Tumorresekt ionen . 

Im Stand der Technik sind verschiedene 

Knochenersatzmaterial ien bekannt. Knochenersatzmaterialien, 
die verformt werden konnen, werden oft als "injizierbarer 
Knochen" bezeichnet. Bisherige Losungen unter diesem Begriff 
beinhalten entweder Hydrogele mit knochenbildenden Zellen, 
Hydrogele mit osteoinduktiven Proteinen oder Polymere, die 
sich in situ verfestigen, mit oder ohne osteoinduktiven 
Faktoren. Jede dieser Losungen hat spezifische Nachteile. 

Entweder enthalten die Materialien keine knochenbildenden 
Zellen, sie konnen also nicht osteogen wirken. In der Regel 
wird ein Biomaterial oder Knochenzement als homogene Plombe in 
einen Knochendef ekt gespritzt, die nicht mehr resorbierbar und 
durch Knochen ersetzbar ist. Unter mechanischen Belastungen 
kommt es zur Ermiidung und zum Bruch des Implantats . 
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Materialien, die Zellen enthalten, weisen zwar potentielle 
Osteogenitat auf, besitzen aber keine Stabilitat. Diese 
Materialien, meist in Form von Hydrogelen, konnen auch nicht 
geformt werden und haben keine Plastizitat. Polymere, die in 
situ ausharten, wirken oft toxisch auf die Zellen. Die US- 
Patentschrift 5,914,121 offenbart eine Zusaitunensetzung zur 
Implantation in ein Saugetier umfassend Fibroblasten, 
Hydroxylapatit-Pulver und Fibrin. Diese Zusaitunensetzung weist 
keine Sekundarstabilitat auf, well sich das Material nach 
implantation nicht verfestigt, sondern weiter verformbar ist. 
Grund dafur ist, dafl keramisches Hydroxylapatit-Pulver 
verwendet wird. Diese Zusaitunensetzung hartet nicht aus , da die 
Partikel keine Verbindung untereinander eingehen. Im Stand der 
Technik gibt es kein Knochenersatzmaterial , das lebende Zellen 
enthalt und somit osteogen wirken kann und zugleich 
ausreichende Sekundarstabilitat bereitstellt . 

Es besteht also ein dringendes Bediirfnis nach einem 
vorteilhaf ten Knochenersatzmaterial . 

Die Aufgabe wurde geldst durch das erf indungsgemaBe 
Knochenersatzmaterial, das eine weiche Matrix, lebende Zellen 
und eine aushartende Matrix umfaflt. Fur das erf indungsgemafie 
Knochenersatzmaterial wurde eigens eine geeignete Misch- und 
Applikationseinheit entwickelt. 

Das erf indungsgemaBe Knochenersatzmaterial weist eine 
hervorragende Primar- und die Sekundarstabilitat auf. Unter 
der Primarstabilitat (auch "primare Plastizitat") eines 
Knochenersatzmaterials wird die Stabilitat einer 

Zusaitunensetzung zum Zeitpunkt der Applikation verstanden. Das 
Knochenersatzmaterial der vorliegenden Erfindung ist plastisch 
verformbar und kann in konkrete dreidimensionale Formen 
gebracht werden, je nach den anatomischen Erf ordernissen . Das 
Material ist also nicht zu "flussig", da sich dann keine 
plastischen Gebilde wiirden formen lassen. Es ist aber auch 
nicht zu starr, im Extremfall sogar vollig erhartet, da es 
dann nicht den Gegebenheiten des Falles einfach angepafit 
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werden konnte und da derartige "harte" Implantate in der Regel 
keine osteogenen Komponenten enthalten konnten. Unter 
Sekundarstabilitat ist die Stabilitat des Implantats nach dem 
Eingriff zu verstehen. Das Knochenersatzmaterial der Erfindung 
behalt nach dem Ausharten langfristig die dreidimensionale 
Form, die ihm verliehen wurde . Es ist druckstabil. Dies wird 
dadurch erreicht, da/3 das er f indungsgemafle Material, das zuvor 
entsprechend geformt worden ist, in relativ kurzer Zeit 
vollstandig aushartet. 

Die weiche Matrix gewahrleistet das Uberleben der Zellen, ihre 
Migration und Organisation in der Matrix und ihre 
Differenzierung zu knochenbildenden Osteoblasten . Eine weitere 
Funktion der weichen Matrix ist, dafi sie zur Primarstabilitat 
des Materials, also zur anfanglichen Formbarkeit, beitragt . 
Die weiche Matrix ist vorzugsweise eine Fibrinsuspension, 
bevorzugter eine autogene oder allogene Fibrinsuspension, die 
aus einer Fibrinogenlosung hergestellt werden kann. Dies wird 
vorzugsweise durch Zugabe einer Thrombin-haltigen Losung, 
bevorzugter einer auto- oder allogenen Thrombin-haltigen 
Losung in Gegenwart von Calcium erreicht. Vor Zugabe des 
Thrombins kann die Fibrinogenlosung zur Stabilisierung des 
spater entstehenden Fibrins durch e-Aminoc aprons aure , 
Aprotinin, Faktor 13 oder ahnliche Substanzen angereichert 
werden. Die weiche Matrix kann gegebenenf alls angereichert 
sein mit Chondroitinsulf at , Proteoglykanen, Sialoproteinen, 
Hormonen oder Wachstumsf aktoren . Beispiele fur 

Wachs turns f aktoren, die zum Einsatz kommen konnen, sind bFGF , 
PDGF, VEGF, Bone Morphogenetic Proteins, TGF-fi und weitere 
bekannte Faktoren. Nucleinsauren, die die Wachstumsf aktoren 
oder Hormone kodieren, konnen ebenfalls in der weichen Matrix 
enthalten sein, vorzugsweise in Form von Plasmiden. Erganzend 
konnen weitere viskose, gelierende und sich ver f estigende Gele 
verwendet werden, wie zum Beispiel biologische Kollagengele , 
Gelatine, Alginate, Agarose, Polysaccharide, synthetisches 
Kollagen, Hydrogele oder viskose Polymere. Es konnen auch 
kommerzielle Fibrinkleber wie TissuCol® (Baxter) oder 
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Beriplast (Aventis) eingesetzt werden, sie sind aber nicht 
bevorzugt . 

Bei den lebenden Zellen des erf indungsgemaflen 

Knochenersatzmaterials handelt es sich vorzugsweise um 
Osteoblasten Oder Vorlauf erzellen von Osteoblasten . Diese 
konnen durch kleine Knochenbiops ien des Beckens, Brustbeins, 
des Schadels oder Kiefers oder von Rohrenknochen gewonnen 
werden. Alternativ zu Knochenproben konnen auch Aspirate von 
Knochenmark aus dem Becken und aus dem Brustbein verwendet 
werden. Gegebenenf alls konnen die gewonnenen Zellen in vitro 
kultiviert und vermehrt werden. Vorteilhaf terweise enthalt das 
Knochenersatzmaterial auch gef afibildende Zellen, wie zum 
Beispiel Endothelzellen oder deren Vorlauf erzellen . 

Erfindungsgemafi handelt es sich bei den Zellen entweder um 
solche, die von dem Patienten selbst stammen (autologe Zellen) 
oder um Zellen bzw. Zellinien, die von dem Empfanger toleriert 
werden. Beispiele hierfiir sind erabryonale Stammzellen sowie 
allogene mesenchymale Stammzellen, Fibroblasten, stromale 
Zellen oder Osteoblasten, Endothelzellen, Muskelzellen, bzw. 
deren Vorlauf erzellen . Ebenfalls konnen autogene mesenchymale 
Stammzellen, Fibroblasten, stromale Zellen oder Osteoblasten, 
Endothelzellen, Muskelzellen, bzw. deren Vorlauf erzellen 
verwendet werden. 

Das erf indungsgemafie Material umfafit auch eine erhartende 
Matrix. Dadurch verfestigt sich das Material innerhalb einer 
bestimmten Zeit zu einer stabilen Zusammensetzung . Bevorzugt 
verfestigt sich die Zusammensetzung innerhalb einer Stunde, am 
bevorzugtesten innerhalb von 15 Minuten. Das 

Knochenersatzmaterial weist eine pastose Konsistenz auf, 
wodurch die Primarstabilitat bereitgestellt wird. Dies 
bedeutet, daB das Material leicht an eine bestimmte Form 
angepaflt oder in eine bestimmte Form gebracht werden kann. Die 
Primarstabilitat wird vorteilhaf terweise durch die in der 
Zusammensetzung enthaltenen Fibrinstrange bereitgestellt. Die 
erhartende Matrix ist fur die Sekundarstabilitat 
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verantwortlich. Das bedeutet, dafl die Zusanunensetzung nach dem 
Erharten nicht mehr verformbar ist, sondern Druckf estigkeit 
aufweist . 

Vorzugsweise verbindet sich die erhartende Matrix durch 
Kristallisation zu Hydroxylapatit . Die feste Matrix kann durch 
anorganische Verbindungen z.B. aus kristallinen oder amorphen 
Calciumphosphaten (Tetracalciumphosphat, a- oder 0- 
Tricalciumphosphat, Dicalciumphosphat oder 

Dicalciumphosphatdihydrat) hergestellt werden. Vorzugsweise 
finden fertige sog. nicht-keramische Knochenzemente aus 
Kombinationen dieser Calciumphosphatverbindungen Anwendung 
(z.B. BoneSource®, Fa. Leibinger; Norian SRS®, Fa. Synthes- 
Stratec, USA; Biobone®, Fa. Merck, Darmstadt). Diese zeichnen 
sich dadurch aus, dafi sie eine rontgenspektrometrische 
Diffraktion ahnlich dem der mineralischen Phase des Knochens 
haben, sich endothermal oder isothermal bei Korpertemperatur 
von 37 °C in 10-15 Minuten zu mikroporosem 

Calciumphosphatzement durch Kristallisation verbinden, 
injizierbar sind, eine Druckstabilitat (ca. 60 Mpa) grofler 
oder gleich der von normalem Knochen aufweisen, chemische 
Verbindungen zum Empf angerknochen eingehen und als 
osteokonduktive Leitschiene fungieren kdnnen. 

Calciumphosphatzement wird in vivo langsam resorbiert (ca. 35% 
in der ersten 12 Monaten) . Das bevorzugteste Material der sich 
erhartenden Matrix ist nicht-keramischer Hydroxylapatit- 
Zement. Einige Eigenschaf ten von Hydroxylapatit-Zement sind in 
Costantino P. D. et al. (1991) Archives of Otolaryngology - 
Head and Neck Surgery 117, 379 angegeben. Hydroxylapatit- 
Zement weist wesentliche Unterschiede zu sogenanntem 
keramischem Hydroxylapatit auf, welcher haufig in der 
klinischen Praxis verwendet wird. Hydroxylapatit-Zement 
verbindet sich erst durch direkte Kristallisation zu 
Hydroxylapatit. Die Bestandteile von Hydroxylapatit-Zement 
reagieren in waflriger Umgebung zu Hydroxylapatit. Unter 
in vitro-Bedingungen bei 37° bindet reiner Hydroxylapatit- 
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Zement in etwa 15 Minuten ab . Hydroxylapatit-Zement im Sinne 
dieser Anmeldung ist ein Calciumphosphat-Zement, der sich 
durch einen Kristallisat ionsproze/3 zu Hydroxylapatit 
verbindet . 

Urn die Spritzbarkeit bzw. die mechanischen Eigenschaf ten zu 
verandern, konnen den Calciumphosphaten weitere Verbindungen 
zugegeben werden, wie z. B. Natriumchlorid-Losung , Milchsaure, 
Glycerol, Chitosan, Natriumglycerolphosphat , Propylenf umarat 
oder bioaktive Proteine. 

Auch andere Materialien, wie Poly-Glykol-Milchsaure (Poly- 
glycolic-lactid-acid, PGLA) , konnen ebenfalls eingesetzt 
werden . 

Die vorliegende Erfindung stellt damit ein spritzbares 
Knochenersatzmaterial zur Verfiigung, das lebende Zellen 
enthalt, bevor es verabreicht wird. Dies unterscheidet den 
Gegenstand der Erfindung von Knochenersatzmaterialien, die 
keine Zellen enthalten, sondern erst nach Implantation von 
Zellen besiedelt werden konnen. Derartige Materialien, die 
meist nicht formbar sind und/oder nicht ausharten, konnen 
allenfalls osteokonduktiv wirken, d.h. als Leitschiene zur 
Einsprossung von Knochengewebe . Im Gegensatz dazu wirkt das 
erf indungsgemafle Knochenersatzmaterial osteogen, d.h. es fiihrt 
zur Bildung von Knochengewebe aus sich heraus . 

Das Knochenersatzmaterial der vorliegenden Erfindung wird in 
applizierbarer Form, vorzugsweise in spritzbarer Form, zur 
Verfiigung gestellt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung eines Knochenersatzmaterials , das die folgenden 
Merkmale umfafit: 



a) Bereitstellung von lebenden Zellen, 
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miteinander gemischt. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform werden die Komponenten unter GMP-Bedingungen 
in einer Mehr f achspritze bereitgestellt . Dem Anwender steht 
dann eine zur In jektion/ Implantation fertige Apparatur und 
Masse zur Verfiigung, die unter dem Spritzvorgang gemischt wird 
und damit den Abbindevorgang des Fibrinogens zu Fibrin und des 
Zementpulvers zu festem Knochenzement einleitet. 

Beispielsweise kann in einer Doppelspritze mit einem 
Miindungsstuck eine Spritze mit Calciumphosphatzementpulver in 
einer Calciumchloridlosung mit Thrombin aufgezogen werden. In 
der anderen Spritze wird Fibrinogenlosung mit suspendierten 
Osteoblasten (bevorzugt 1*10 5 bis 5xl0 6 /ml) aufgezogen. In 
getrenntem Zustand sind die Komponenten ca. 10-15 Minuten 
haltbar. Durch Spritzen und Zusammenf iihren der beiden 
Komponenten in einem gemeinsamen Miindungsstuck verbindet sich 
das Fibrinogen durch Thrombin in Anwesenheit von Calciumionen 
zu Fibrin. Der Calciumphosphatzement verfestigt sich innerhalb 
von 15-30 Minuten. Dabei ist zu gewahrleisten, da/3 die 
Komponenten in einer bestimmten Weise unter Ausbildung von 
Mikrostrukturen wie beispielsweise interkonnektierenden Poren 
mit 100 bis 800 |im PorengroBe, gemischt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine 
Dreif achspritze verwendet, die folgende Kompartimente enthalt: 

1. Die zentrale Spritze enthalt eine waflrige 
Calciumphosphatzementlosung, gegebenenf alls mit folgenden 
Erganzungen: Natriumchloridlosung, Milchsaure, Glycerol, 
Chitosan, Natriumglycerolphosphat , Propylenf umarat , 
bioaktive Proteine wie Thrombin, Wachstumsf aktoren, 
Hormone und/oder dafiir kodierende Gene in geeigneten 
Vektoren . 



2. Die seitliche Spritze 1 enthalt eine Calciumchlorid- 
Thrombinldsung, gegebenenf alls mit folgenden Zusatzen: 
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Chondroitinsulfat , Proteoglykane , Sialoproteine, 

Polysaccharide und/oder Wachstumsf aktoren. 

3. Die seitliche Spritze 2 enthalt eine Fibrinogenlosung und 
suspendierte Osteoblasten mit gegebenenf alls e- 
Aminocapronsaure . 

Vorzugsweise kann auch eine Komplettspritze mit drei Kammern 
zur Anwendung kommen, wie sie in Figur 1 gezeigt ist. Durch 
synchrones Spritzen wird urn einen Calciumphosphatzement-Strahl 
von 500-2500 urn Durchmesser eine Osteoblasten-Fibrinmatrix 
gelegt, die in dreidimensionaler Form spongiosem Knochen 
entspricht . 

Dem Fachmann ist klar, dafi die Zusammensetzung auch in einer 
herkommlichen Einkammer-Spritze appliziert werden kann, 
nachdem sie vorher aus den verschiedenen Losungen bzw. 
Suspensionen durch Mischen hergestellt worden ist. Jedoch ist 
die separate Mischung der Einzelkomponenten im praktischen 
Einsatz im OP problematisch, da sich bei eventuellen 
Verzdgerungen in der Anwendung die durchmischten und somit 
aktivierten Komponenten unweigerlich verfestigen und somit 
keine optimale Flexibilitat in der Anwendung gewahrleistet 
ist . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist eine Vorrichtung, mit 
der das spritzbare Knochenmaterial der vorliegenden Erfindung 
appliziert werden kann. Die Erfindung betrifft daher eine 
Vorrichtung zur Zubereitung und Verabreichung eines Gemisches 
umfassend eine Mischkammer mit einer Auslafiof f nung , durch die 
das Gemisch austreten kann, einen in die Mischkammer fiihrenden 
ersten Zuleitungskanal (Hauptkanal) und einen oder mehrere in 
die Mischkammer fuhrende weitere Zuleitungskanale 

(Nebenkanale), wobei das Ende des Nebenkanals bzw. die Enden 
der Nebenkanale in der Mischkammer so angeordnet sind, dafl aus 
dem Nebenkanal/den Nebenkanalen in die Mischkammer 
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eintretendes Material in den aus dem Hauptkanal in die 
Mischkammer eintretenden Materials trora eindringen kann. 

Vorzugsweise hat der Hauptkanal einen Innendurchmesser von 
mehr als 1 mm, bevorzugter von mehr als 1,5 mm. Durch diesen 
Zuleitungskanal kann viskoses oder hochviskoses Material in 
die Mischkammer eingebracht werden. Aufgrund des relativ hohen 
Durchmessers des Hauptkanals kdnnen auch lebende Zellen, die 
in eine viskose Matrix eingebettet sind, in die Mischkammer 
zugefiihrt werden, es treten nur sehr niedrige Scherkrafte auf. 
Vorzugsweise befindet sich die Offnung des Hauptkanals im 
Zentrum einer Wand der Mischkammer. 

Der Nebenkanal/die Nebenkanale haben vorzugsweise einen 
Innendurchmesser von hochstens 1,5 mm und dienen in der Regel 
der Zufuhrung niedrigviskoser Materialien in die Mischkammer. 
Der bevorzugteste innendurchmesser ist 0,1 bis 1 mm. Die 
Nebenkanale kdnnen beispielsweise Hohlkanulen mit einem 
AuJiendurchmesser von 0,4 bis 1,5 mm sein. Die Anzahl der 
Nebenkanale ist wenigstens 1, die bevorzugte Anzahl ist 3 bis 
5. Durch die verschiedenen Nebenkanale kann jeweils das 
gleiche Material zugefiihrt werden, es ist aber auch moglich, 
dafl verschiedene Materialien durch die einzelnen Nebenkanale 
zugefiihrt werden. Die Offnungen des Nebenkanals/der 
Nebenkanale in der Mischkammer sind so angeordnet, da/3 
Material, das aus dem Nebenkanal/den Nebenkanalen in die 
Mischkammer eintritt, in Material, das aus dem Hauptkanal in 
die Mischkammer eintritt, eindringen kann. Die Offnungen der 
Nebenkanale sind vorzugsweise symmetrisch um die Offnung des 
Hauptkanals in der Mischkammer herum angeordnet, so dafi aus 
ihnen austretendes Material in den zentralen Materialstrom, 
der aus dem Hauptkanal austritt, injiziert wird. Durch diese 
Injektion findet eine sehr vorteilhafte Durchmischung der 
niedrigviskosen Komponenten mit der hdherviskosen Komponente 
statt. Dadurch kann beispielsweise direkt wahrend der 
Anwendung eine reproduzierbare Durchmischung und innige 
Verbindung der Einzelkomponenten stattfinden. Dabei konnen 
Gemische mit interkonnektierenden Strukturen mit einer 
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PorengroBe von 100-800 urn erhalten werden. Bislang waren zur 
Durchmischung von Komponenten stark unterschiedlicher 
Viskositat wesentlich komplexere Mischvorrichtungen notig. 

Vorzugsweise wird durch den Hauptkanal eine hochviskose 
Calciumphosphat-Mischung zugef uhrt . In einem Nebenkanal kann 
dann beispielsweise eine Suspension umfassend Fibrinogen und 
lebende Zellen zugef uhrt werden. In weiteren Nebenkanalen 
konnen zusatzliche Materialien, Zellen wie zum Beispiel 
Endothelzellen oder weitere Faktoren zugef iihrt werden. 

Ein wichtiger Vorteil der Vorrichtung ist, daB eine Mischung 
der Komponenten derart erreicht wird, daB eine bevorzugte 
Mikrostruktur des Materials entsteht, die sich durch 
Porositat, Interkonnektion der Poren und ein Geriist, 
vorzugsweise aus Hydroxylapatit , das ausreichend stabil ist, 
aus zeichnet . 

Ein weiterer Vorteil der erf indungsgemaBen Vorrichtung ist, 
daB sie so ausgebildet sein kann, daB aufgrund eines sehr 
geringen Totvolumens nur wenig Material in der Vorrichtung 
zuriickbleibt. Dies kann ein wesentlicher Faktor sein, wenn 
teure oder schwer ersetzbare Materialien (Zellen) appliziert 
werden . 

In einer besonderen Ausf iihrungsf orm sind mit den Zuleitungen 
Vorratsbehaltnisse verbunden, aus denen der Inhalt der 
VorratsgefaBe in die Zuleitungskanale abgegeben werden kann. 
Vorzugsweise handelt es sich bei den Vorratsbehaltnissen urn 
Spritzen. Das hat den Vorteil, daB medizinisch genormte, 
sterile Einwegspritzen ( Luer-System) verschiedener GroBe 
verwendet werden konnen. Die Spritzen konnen in spezielle 
genormte Anschliisse gesteckt werden, die an den Enden der 
Zuleitungskanale angebracht sind. Die Vorrichtung kann weiter 
eine Halterung fur die Spritzen umfassen sowie eine 
Stempeleinrichtung, mit der mehrere Stempel der verschiedenen 
Spritzen gleichzeitig zur Entleerung der Spritzen gedriickt 
werden konnen. Die Spritzen, die Halterung und die 



WO 01/37889 



20 



PCT/EP00/11716 



Anschliefiend wird 60 \xl der Calciumchlorid-Thrombin-Losung aus 
Beispiel 2 zugegeben. Das Gemisch wird in eine Kulturschale 
oder in die Vertiefungen einer 4 8-Well-Platte gespritzt. Nach 
Zugabe von 760 \xl Kulturmedium BGJ-B mit 10% FCS und 100 U/ml 
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin werden die Zellen im 
Warmeschrank bei 37°C, 5% C0 2 und 100% Luf t f euchtigkeit 
kultiviert . 

Im Lichtmikroskop zeigt sich nach 24 bis 72 Stunden bei 100- 
facher Vergroflerung die Ausbildung des os teoblastischen 
Phanotyps mit dendritischen Zellauslauf ern und nach 5 bis 12 
Tagen der Aufbau von interzellularen Verbindungen der Zellen. 
Im Verlauf bilden die Zellen eine extrazellulare Matrix urn 
sich, die spater mineralisiert wird. Die Vitalitat der Zellen 
kann durch Trypanblauf arbung iiberpriift werden. Dazu wird der 
Uberstand an Kulturmedium abgesaugt, anschlieflend werden 50 i±l 
Trypanblaulosung zugegeben. Die Zellen werden dann unter dem 
Lichtmikroskop untersucht . Bei Trypanblauf arbung finden sich 
auch nach Wochen nur wenige abgestorbene Zellen. 

Beispiel 4 

Herstellunq einer Hydroxylapatit-Osteoblastenmischunq 

Osteoblasten wurden in Medium suspendiert und auf nicht- 
keramisches Hydroxylapatit gegeben, welches aus 

Calciumphosphat hergestellt wurde . In der Kultur hafteten die 
Zellen an den Hydroxylapatit-Partikeln . Im Elektronenmikroskop 
zeigte sich eine Adhasion der Zellen auf der kristallinen 
Oberflache. Im Stof fwechseltest zeigte sich ein erhaltener 
Zellmetabolismus der anhaftenden Zellen. 

Beispiel 5 

Herstellunq einer Hydroxylapatit-Zement-Fibrin-Matrix 



Als fester Bestandteil wurde der Fibrin-Suspension ein Zement 
aus Calciumphosphat zugegeben. Dazu wurde zunachst untersucht, 
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ob der in Wasser geloste Zement sich mit dem 
Fibrin/Thrombin/Calciumchlorid-Komplex vermischen und als 
Paste spritzen lafit. Es gelang, die Mischung zu spritzen und 
sie anschliefiend zu formen (Primare Stabilitat) . Sie behielt 
die gegebene Form und verfestigte sich in Minuten zu einer 
festen Substanz (Sekundare Stabilitat) . 

Beispiel 6 

Hers tel lung einer Osteoblasten-Fibrin-Calciumphosphat-Zement- 
Paste 

a ) Fibrinogenlosung: 

6 6 mg Fibrinogen werden in 1 ml Kulturmedium (ctMEM oder Medium 
199 oder BGJ-B-Medium) ohne Serumzusatz mit 100 U/ml 
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin oder physiologischer 
Kochsalzlosung gelost. s-Amino-n-capronsaure wird in einer 
Endkonzentration von 0,1 bis 10% der Fibrinogenlosung 
zugesetzt . 

b) Fibrinogen-Osteoblastensuspension : 

Die Zellkultur wird etabliert, wie in Beispiel 1 beschrieben. 
Die subkonf luente Zellkultur wird trypsinisiert , in Medium 
suspendiert und zentrif ugiert (siehe Beispiel 3). Das 
Zellpellet wird in 100 *jl1 Medium resuspendiert . Nach 
Zellzahlung werden 20.000 Osteoblasten (Zellpassage 1 bis 3) 
in 200 |jl1 Fibrinogenlosung suspendiert. 

c ) Calciumphosphat-Thrombin-Calciumchloridlosung: 

1,2 5 I.E. Thrombin werden in 0,5 ml 4 0 mM Calciumchloridlosung 
gelost. Anschliefiend wird 1 g Calciumphosphat-Pulver 
(BoneSource®) zu 0,5 ml der Calciumchlorid-Thrombin-Losung 
zugegeben. 
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d) Mischung der Komponenten: 

500 ptl Fibrinogen-Osteoblasten-Suspension und 500 \il 

Calciumphosphat-Thrombin-Calciumchlorid-Losung werden in eine 
1 ml Spritze eingebracht. Die Spritze wird dann etwa 10 
Sekunden geschiittelt, wonach jeweils etwa 200 ^1 in eine 
Kulturschale oder 48-Well-Platte gespritzt werden. Danach wird 
800 \xl Kulturmedium BGJ-B mit 10% FCS und 100 U/ml Penicillin 
und 100 mg/ml Streptomycin zugegeben . Die Zellen werden, wie 
oben beschrieben, im Warmeschrank inkubiert. 

e) Stof fwechseltest MTS (Cell Proliferation Assay): 

Der Cell Proliferation Assay der Firma Boehringer Mannheim 
wurde benutzt. Er beruht auf der Transformation eines 
Tetrazoliumsalzes MTS zu einem gelbgef arbten Formazan durch 
die mitochondrial Dehydrogenase. Es handelt sich urn einen 
kalorimetrischen Stof fwechseltest . Die Ansatze beinhalteten 
20.000 menschliche Osteoblasten (hOB) pro Ansatz (48-Well), 
200 jil Fibrinogenlosung (66 mg/ml) und 200 \xg 

Calciumphosphatpulver (CaP) in 200 nl Calciumchlorid-Thrombin- 
Losung. Nach Absaugen des Kulturmediums wurde 1 ml MTS-Losung 
zugegeben. Der Farbumschlag in jeweils 100 ^1 MTS-Losung wurde 
nach drei Stunden photometrisch bestimmt. Die verschiedenen 
Ansatze und Kontrollen sind in der folgenden Tabelle I 
wiedergegeben : 



Ansatz 


hOB 


hOB- 
Fibrin 


Inj izier- 
barer 
Knochen 


hOB- 
Fibrin 
OFS 


hOB-CaP 


Fibrin 


CaP 






ge trennt 


gemischt 


gemischt 


gemischt 








1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


20.000 hOB 


X 


X 


X 


X 


X 






200 \xl 
Fibrinogen 




X 


X 


X 




X 




200 |xg CaP 






X 




X 




X 
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in einen Mehrkomponentenappl ikator , bestehend aus 
mehreren Containern, die auch Spritzen sein konnen, die 
kombiniert sind, oder 

in eine Komplettspritze mit mehreren Kammern 
gegeben wird. 

27. Verwendung von nicht-keramischem Hydroxylapatit-Zement 
zur Herstellung eines Zellen enthaltenden 
Knochenersatzmaterials . 

28. Vorrichtung zur Zubereitung und Verabreichung eines 
Gemisches umf as send 

a) eine Mischkammer mit einer Auslafiof f nung, durch die das 
Gemisch austreten kann, 

b) einen in die Mischkammer fuhrenden ersten Zuleitungskanal 
(Hauptkanal) und 

c) einen oder mehrere in die Mischkammer fiihrende weitere 
Zuleitungskanale (Nebenkanale) , 

wobei das Ende des Nebenkanals/die Enden der Nebenkanale in 
der Mischkammer so angeordnet sind, dafi aus dem Nebenkanal/den 
Nebenkanalen in die Mischkammer eintretendes Material in den 
aus dem Hauptkanal in die Mischkammer eintretenden 
Materialstrom eindringen kann, 

29. Vorrichtung nach Anspruch 2 8 , dadurch gekennzeichnet, daJ3 
der Innendurchmesser des Hauptkanals wenigstens 1 mm betragt . 

30. Vorrichtung nach Anspruch 2 8 oder 2 9 , dadurch 
gekennzeichnet, dafl der Innendurchmesser des Nebenkanals/der 
Nebenkanale hochstens 1,5 mm betragt. 

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 8 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, dafl sie 3 bis 5 Nebenkanale umfaflt. 
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32. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 28 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Enden der Nebenkanale in der 
Mischkammer im wesentlichen symmetrisch um das Ende des 
Hauptkanals in der Mischkammer herum angeordnet sind. 

33. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 8 bis 32, dadurch 
gekennzeichnet, daft sich das Ende des Nebenkanals/die Enden 
der Nebenkanale in der Mischkammer mit der gedachten 
Verlangerung des Hauptkanals in der Mischkammer iiberschneiden. 

34. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 28 bis 33, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 mit den Zuleitungskanalen 
Vorratsbehaltnisse verbunden sind, aus denen der Inhalt der 
Vorratsbehaltnisse in die Zuleitungskanale abgegeben werden 
kann . 

35. Vorrichtung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Vorratsbehaltnisse Spritzen sind. 

36. Knochenmaterial nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daft es in einer Vorrichtung nach einem 
der Anspriiche 2 8 bis 35 bereitgestellt wird. 

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 das Knochenersatzmaterial in einer 
Vorrichtung nach einem der Anspriiche 28 bis 35 hergestellt 
wird. 
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Figur2 



Stoffwechseltest MTS 
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Figur 3 



Mischvorrichtung 



Genormte Anschlusse 
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Figur 4 



Halter fur Injektionssysteme 




Stempel 



Spritzen verschiedener 
GroGe und Skalierung 



Halter fur Spritzen 
verschiedener GrdlJe 
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Figur 5 



Nebenkanale 
(Injektionsnadeln fur 
niedrigviskose Komponente(n) 



Hauptkanal 

(fur hochviskose Komponente) 



